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血友病Aの診断・治療の進歩と遺伝子技術＊
Progress　in　Diagnosis　and　Therapy　of　Hemophilia　A　with　Gene　Technique
　　　臨床病理学教室
福　　武　　勝　　幸
1．はじめに
　血友病Aは遺伝性の出血性素因として，最も代表
的な疾患であり，また，当臨床病理学教室としては，
教室が創設される以前の加藤勝治教授時代から，諸
先輩が長年にわたり診療と研究を続けてきた疾患で
ある．近年，遺伝子技術の発展と共に急激な進歩を
遂げた血友病Aの診断と治療について，当教室の新
井盛夫講師と稲葉浩講師の業績を中心に述べる．
2．血友病Aの歴史と本態
　遺伝性の出血性素因に関する記録の歴史は大変古
く，古代バビロニアの教典にも，割礼における遺伝
性出血の記載が残っていると言われている．また，
医学的記載としては，1803年忌Ottoにより発表さ
れたNew　England地方での家系調査の報告1）に始
まる．血友病の遺伝は図1に示すように伴性劣性遺
伝を示し，X染色体に異常が存在するため，血友病
の患者の子供は男子は正常，女子は保因者となり，
保因者の子供は50％の確率で男子は血友病，女子
は保因者となる2）．1947年になり，Pavlovskyによ
り従来の血友病と症状が同様でありながら，血液を
混合すると凝固時間が補正される病型が存在するこ
とが報告された3）．すなわち，血友病には異なる2種
類の病型が存在することが示された．そして，1953
年からは従来の典型的血友病がA，これを補正する
ものを血友病Bと呼ぶようになった4）．
　血友病Aの原因は血液凝固第VIII因子とよばれ
る凝固因子の異常である．cDNAの解析により19
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個のリーダーペプタイドを含む2，351個のアミノ酸
から構成されている．この第VIII因子は分子量約
30万の糖蛋白であり，内因性凝固機序において活性
型第IX因子が第X因子を活1生化する際に，リン脂
質，カルシウムイオンとともに反応の場を形成し，
触媒的な補酵素としての作用を示し血液凝固反応を
円滑に進める5～8）．血友病Aは第VIII因子の活性
値が正常者（100％）に対し，1％以下の重症型，2％
以上5％未満の中等症，5％以上の軽症と分類され
ている．臨床症状としては関節内出血，筋肉内出血
などが多く，’ ﾖ節内出血の治療が不十分であると血
友病性関節症をきたす9ト10）．
3．異常第VIII因子蛋白の研究
　1968年には，私や新井講師をはじめ当教室から既
に4人が留学した米国における恩師であるHoyer
博士らにより，血友病A患者の血漿中に第VIII因
子に対する抗体を中和する物質が存在することが示
され，血友病Aは第VIII因子の欠損だけでなく，
分子異常症としても発生していることが明らかとな
った．このような凝固活性のないVIII因子抗原を有
する血友病Aは，cross　reacting　material　positive
（CRM＋）と呼ばれるようになった11）．その後，第
VIII因子の凝固活性に加えて，抗原量の測定も行わ
れるようになり，CRM＋症例の性格もより明確にな
ってきた．第VIII因子凝固活性と抗原量の関係を示
すと図2のようになる．すなわち，正常者や血友病
Aの第VIII因子欠損症例では凝固活【生と抗原量が
ほぼ等量を示すが，異常蛋白を持つ症例では凝固活
性に比較し高い抗原量を示す．新井らはこの異常
VIII因子蛋白が凝固活性低下を示す原因を解明す
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　　子（NPP）とARC－1の第VIII因子のトロンビン処理後の
　　時間経過による変化
るために蛋白の性質の異常から解析した．まず，VIII
因子蛋白質の構造異常の解析として，異常を示す原
因がトロンビンによる活性化の障害であると想定し
て行われた．正常あるいは異常VIII因子をもつ患者
血漿を抗VIII因子モノクローナル抗体を結合した
免疫吸着体と反応させ，非吸着成分を洗浄除去し，
免疫吸着体上で一一方をトロンビンで処理し，他方を
非処理のまま，SDS溶液を用いて溶出して　SDS－
PAGEを行い，さらに抗VIII因子モノクローナル
抗体を用いたオートラジオグラフィーを行い，VIII
因子蛋白の変化を観察した．図3にVIII因子のドメ
イン構造と使用したモノクローナル抗体のエピトー
プを示す．また，矢印はトロンビンによるVIII因子
の開裂部位を示すが，左からC8はheavy　chainの
44kdのC末端側にMABO38は1ight　chain　80　KD
のN末端側のトロンビンによるアクチベーション
ペプタイドのところに，J16　D9はlight　chainの
intactな80　KDと活性化された72　kdの両方に反
応する．この方法で12症例のCRM＋の血友病A
患者VIII因子が調べられた．図4に正常プール血漿
（NPP）とARC1の解析結果を示す．正常プール血
漿（NPP）とARC1はトロンビン処理後のパターン
が明らかに異なっており，light　chainのパターンは
正常と同じく72kdのフラグメントに変化したが，
heavy　chainの44　kdのフラグメントが全く認めら
れず，92kdのところにインタクトなheavy　chain
のバンドが濃く残っている．このことから，トロン
ビンによるheavy　chainからの44　kdのフラグメン
トが生じないことが，VIII因子活1生を低下させてい
る原因であると考えられた．すなわち，372番目のア
ミノ酸アルギニンの周辺に分子異常が存在すると推
測された．これを受けて，稲葉らは問題の372番の
アルギニンを含む，VIII因子遺伝子のエクソン8を
PCRにより増幅して，得られた365塩基対の配列を
解析した．この結果，図5に示すようにARC1では
正常でCGCのアルギニンであるところが，　CACと
（3）
6 東京医科大学雑誌 第53巻第1号
念＼
さ
g
lノ
　　c¢瞭◎1
　　　　・轍指話繍賎既、
一∴議欝
円騨熱
　　　ARC　l
　　　　轍壷
口
驚「
導
！念
　　　1
　　　ぎ
　　　　　　　　　◎調℃◎嬢◎
．．th一一一一一一堰h）Iw“
A穆　　　　　　　　議翁
図5　第VIII因子遺伝子Exon　8の塩基配列の解析
GからAへと変異し，ヒスチジンに置き換わって
いることが認められた．したがって，ARC1の異常
は，トロンビンによる活性化に際して372番目のア
ミノ酸における開裂が起こらず凝固活性の発現が阻
害されることが推定された12）．同様の解析方法を用
いて，ARC5とARC10においては，　heavy　chain
の変化は正常VIII因子と同様に起こるが，　Iight
chainの変化が起きないことが判明した．したがっ
て，light　chainのトロンビン開裂部位である1689
番目のアルギニン周辺に異常があると推測され，こ
のコドンを含むVIII因子遺伝子のエクソン14につ
いてPCRを行い，326塩基対の配列を解析した．こ
の結果，ARC5とARC10はともにCGCがTGC
へ変化しており，これによりアルギニンがシステイ
ンへ置換されていることが判明した13）．
4．遺伝子診断による家系内保因者診断
　従来，血友病Aの保因者診断は第VIII因子の凝
固活性とvon　Willebrand因子の抗原量の比をもと
に経験的推定として行われていた．しかし，この方
法は血管内皮細胞から放出されるvon　Willebrand
因子の変動の影響を強く受けるため信頼性は十分と
はいえなかった．一方，前述したような第VIII因子
の異常を惹起する遺伝子の異常を直接検索すること
は，特殊な症例を除いて困難であり，この方法では
家系内検索を多くの家系で実施することはできな
い14）．そこで末梢血白血球から抽出したDNAを用
いたVIII因子遺伝子内部，あるいはVIII因子遺伝
子の近くにおけるRFLPを利用して制限酵素で遺
伝子を切断し，断片の大きさの違いをみる方法によ
り家系内診断が行われている15）．稲葉らは軽症血友
病A患者の第VIII因子遺伝子をECOR1とTaq1
の2種類の制限酵素で処理し，第VIII遺伝子のプロ
ーブCでその断片を検出した．正常者と患者の
JH32を比較するとプローブCで検出される断片の
大きさが異なっていた．そこでプローブCが認識す
るVIII因子遺伝子のエクソン26について塩基配列
を直接調べたところ，GからTへの変異が発見さ
（4）
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図6　軽症血友病AJH　32の家系図と第VIII
　　Exon　26のTaqlによる塩基配列変異の解析
因子遺伝子
れコドン2326におけるアルギニンからロイシンへ
の置換が起きていることが確認された．この制限酵
素Taq1によるフラグメント形成の違いを利用して
家系内診断を試み，エクソン26のTaq1による切断
部位をはさんでPCRを行い，制限酵素Taq1で処
理すると，異常遺伝子を持つ患者と保因者では切断
が起こらず，319bpの長い断片が存在することから
家系内診断を行うことができた．この家系図と解析
結果を図6に示すが，319bpのフラグメントをもつ
人が患者または保因者である16）．
5．新しい遺伝子異常発生機序の発見
　ここまでに紹介したような方法で血友病Aを起
こす遺伝子異常の解析や家系内の診断が行われてき
たが，実際に解析ができたのは一部の症例であり，
多くの症例の原因は不明であった．ところが，つい
最近になり重症型血友病Aの多くの症例で，VIII因
子遺伝子のイントロン22内にあるF8Aという遺伝
子とVIII因子遺伝子の外にある逆方向に配列され
た2つのF8A遺伝子の間でVIII因子遺伝子を含ん
だ逆位が起こっていることが解明された（図7）17）．
　日本人の血友病患者については，稲葉らが最初に
解析を行い，表1のように重症血友病Aでは36％
に逆位が存在していた18）．この事実の発見は多くの
血友病患者の発生原因を解明し，逆位の形成が血友
病Aの発生に重大な役割を果たすことが明らかと
なった．
6．治療法の進歩
　血液凝固第VIII因子の研究は第VIII因子遺伝子
の解明と共に急速な展開を遂げた．そして，血友病
Aの治療においても遺伝子組換え技術によるりコ
ンビナントVIII因子製剤が登場し，ヒト血液由来製
剤の歴史はまもなく終わろうとしている19）．そして，
さらに遺伝子治療の時代へと進もうとしている．お
そらく我々はこれから数年の後には遺伝子治療の技
術を学び，その臨床応用を実際に行う日も遠くはな
いであろう．
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表1日本人血友病A患者における逆位の発生頻度
Mild／
Modelate
Non－inversion
Inversion
11　（looo／．）
o（　go／．）
SevereNon－inversion　27（640／．）
Inversion
　Type　1　（distal）
　Type　2　（proximal）
15　（　360／．）
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　　　　　　　　　1
　　　　　　　　　　　　7．おわりに
　本稿を終えるにあたり，私に発表の機会をお与え
くださいました本学医学会の皆様に深く感謝いたし
ます．また，当教室の第VIII因子とその遺伝子の研
究に深い御理解と御協力を賜りました，米国赤十字
社のLW．　Hoyer博士ならびにジョンズホプキンス
大学のS．E．　Antonarakis博士をはじめ多数の共同
研究者に対し深謝する次第です．
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